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　　摘要：目的　探讨包载反义 ＭＲＰ重组腺病毒微球逆转肝癌的效果。方法　设无处理组、生理盐
水组、空白微球组 ａｓＭＲＰｒＡｄＶ组，采用携带 ａｓＭＲＰｒＡｄＶＰＥＬＡ制备的微球经肝动脉注射组等５组，观

察其靶向性治疗效果。结果　ｒＡｄＶ微球组肿瘤体积及生长率显著小于其他 ４组（均 Ｐ＜０．０５），平均

生存时间显著延长（均 Ｐ＜０．０５），可见肝癌组织 ｒＡｄｖ荧光强表达。结论　ｒＡｄＶ微球可显著缩小肝脏
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　　化疗在预防肝细胞癌（ｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＨＣＣ）术后复发和转移中有着重要的作用，但
多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）现象导致肝癌
对化疗不敏感。笔者前期研究发现，多药耐药相

关蛋白（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）
基因或蛋白在肝癌等多种恶性肿瘤患者体内表达

增高［１］。携带反义 ＭＲＰ的 ｒＡｄＶ及微球在体外培
养的肝癌耐药细胞可部分逆转 ＭＤＲ现象［２－３］。晚

期肝癌细胞 ９５％的血供来自肝动脉。利用这一
特点，本研究将携带反义 ＭＲＰ基因片断的重组腺
病毒微球经肝动脉注射，将封闭 ＭＲＰ的反义 ｒＡｄＶ
与微球控释给药系统相结合，以期探讨对肝癌的

生长与动物模型的生存期是否有影响。
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１　材料与方法

１．１　实验动物与材料
Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠（２５０～３００ｇ），断乳 Ｗｉｓｔａｒ大

鼠（５０～８０ｇ）由四川大学华西医学实验动物中
心提供。Ｗａｌｋｅｒ２５６细胞株由上海医学工业研究
院细胞室提供。ａｓＭＲＰｒＡｄＶ微球自行研制（另
文发表），直径约 １．７６５μｍ，包封率为５２．４％，载
病毒率为 ５．５×１０８ｅｆｕ／ｍｇ，在 １２０ｈ内释放病毒
量接近 ５０％，总的释放时间长于 ２４０ｈ，释放出
的病毒保持活性。盐酸阿霉素购自意大利法玛西

亚普强公司。

１．２　实验方法
１．２．１　肝癌模型制作　将冻存的 Ｗａｌｋｅｒ２５６细
胞株 复 苏，ＣＯ２ 培 养 箱 内 体 外 培 养 至 细 胞 数

（２～４）×１０６／ｍＬ，取 １ｍＬ注入断奶后体重约 ８０ｇ
的雌性大鼠腹腔内；７～８ｄ后抽取腹水，于另１只
雌性大鼠（断奶，体重约 ８０ｇ）前肢皮下注射 ０．５
ｍＬ腹水；１周后雄性大鼠肿瘤长成 １ｃｍ３时，麻醉
后无菌下取出肿瘤，取边缘瘤组织切成 １ｍｍ３瘤
块，置 １６４０培养液中备用。采用肝内隧道植入
法，取雄性大鼠 ４０只，麻醉后于上腹正中切口 １．
５ｃｍ进腹，将肝左叶挤出切口，在膈面斜形打一
深约２ｍｍ的隧道，将备好的瘤块植入；明胶海绵
压迫止血后复原肝脏，缝合切口入笼饲养。

１．２．２　实验分组　模型制作后 １周，乙醚麻醉
下取上腹正中切口 ４～５ｃｍ进腹，检查肿瘤生长
情况。于肝门的右侧游离肝动脉，远肝端结扎；在

手术放大镜下插入外径 ０．５ｍｍ，内径 ０．２ｍｍ导
管，妥善固定后接注射器注药。分别于造模后 ７ｄ
再次剖腹，暴露肝脏。按动物体重随机分为 ５组，
每组 ８只，按实验要求予不同处理。对照组：仅测
肿瘤的最长径及最短径，开腹与关腹时间与插管

时间相当。生理盐水组：肝动脉结扎并插管注入

生理盐水 ０．５ｍＬ。空白微球组：肝动脉结扎并插
管注入含 １×１０９ｅｆｕ／ｍＬ重组腺病毒液。ｒＡｄＶ组：
肝动脉结扎并插管注入空白微球，量相当于 ｒＡｄＶ
微球组。ｒＡｄＶ微球组（实验组）：肝动脉结扎并插
管注入含 １×１０９ｅｆｕ／ｍＬｒＡｄＶ微球。手术后 ４８ｈ，
各组均接受阿霉素（２μｇ／ｇ体重，溶于 ０．２ｍＬ生
理盐水中）腹腔注射，每周 ２次，连续 ２周。同时
抽取静脉血检测肝功能。

１．２．３　疗效观测　阿霉素注射完后 ２４ｈ各取
４只动物处死，完整切取瘤体，用游标卡尺测定肿
瘤最长径（ａ）和最短径（ｂ），以公式 Ｖ＝ａｂ２／２计

算肿瘤体积及肿瘤生长率及抑制率。肿瘤生长率

＝治疗前体积／治疗后体积。肿瘤抑制率 ＝（对
照组肿瘤平均体积 －治疗组肿瘤平均体积）／对
照组肿瘤平均体积。完整切取肿瘤肝组织，脾肾

肺组织细胞，观察荧光表达情况。在荧光显微镜

下计数 ４只大鼠各种组织内 ＧＦＰ表达阳性的细
胞，计数该视野的全部细胞数，计算平均转染率；

同时送病理检查。将每组剩余 ４只荷瘤大鼠在相
同条件下饲养，记录每只动物死亡时间。荷瘤自

然生存时间 ＝死亡时间 －肿瘤植入时间。
１．３　统计学处理

组间比较用 ｔ检验，用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行
分析。

２　结　果

２．１　肿瘤生长率和抑制率
治疗 前 各 组 之 间 肿 瘤 体 积 无 明 显 差 异

（Ｐ＞０．０５）。治疗后对照组肿瘤明显增大，生理盐
水组和空白微球组肿瘤也不同程度地增大，但显

著小于对照组；与治疗前比较，ｒＡｄＶ微球组和
ｒＡｄＶ组肿瘤的体积及生长率明显被抑制，ｒＡｄＶ微
球组尤其为显著（表 １）。

表１　各组治疗前后肿瘤体积、肿瘤生长率、肿瘤抑制率（ｘ±ｓ）

组别
肿瘤体积（ｃｍ３）

治疗前 治疗后
肿瘤生长率（％） 肿瘤抑制率（％）

对照组　　 ０．０３３０±０．０２６ ０．２８９４±０．０２６９ ８．７９±０．３４ ０

生理盐水组 ０．０３５４±０．０１８ ０．１７１４±０．０１５８ ４．８２±０．３０１） ４０．７７

空白微球组 ０．０３３９±０．０１８ ０．１５８８±０．０１５９ ４．６７±０．６７１） ４５．１３

ｒＡｄＶ组　　 ０．０３３２±０．０１５ ０．０９８８±０．０５５ ２．９７±０．２９１） ６５．８６

ｒＡｄＶ微球组 ０．０３５４±０．００６ ０．０３４０±０．００４ ０．９６±０．２５１）２）３）４） ８８．２５

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与生理盐水组比较，Ｐ＜０．０５；３）与空白微球组比较，

Ｐ＜０．０５；４）与ｒＡｄｖ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　生存时间
ｒＡｄｖ微球组动物平均生存时间显著长于其他

组（均 Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表２　平均生存时间（ｄ，ｘ±ｓ）

　　　组别 生存时间（ｄ）

　　对照组 ２３．４±３．２１）

　　生理盐水组 ２５．３±３．７１）

　　空白微球组 ２６．５±４．１１）

　　ｒＡｄｖ组 ３３．７±２．９１）

　　ｒＡｄｖ微球组 ４３．６±７．４

　　注：１）与ｒＡｄｖ微球组比较，Ｐ＜０．０５

４１
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２．３　组织细胞 ｒＡｄｖ荧光表达
治疗前各组间无明显荧光表达。治疗后对照

组、生理盐水组和空白微球组均无荧光表达。

ｒＡｄｖ微球组和 ｒＡｄｖ组瘤组织有荧光表达，ｒＡｄｖ微
球组有荧光表达明显增强（图 １－２）。

图１　ｒＡｄｖ微球组肿瘤组织荧光照片（×１００） 图２　ｒＡｄｖ微球组肿瘤组织病理切片（ＨＥ染色×２００）

２．４　肝功能改变
各组术后 １４ｄ均有血谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷

草转氨酶（ＡＳＴ）轻度升高，总蛋白（ＴＰ）降低，血
总胆红素（ＴＢＩＬ）轻度升高。ｒＡｄＶ微球组与其它
４组比较，无显著性差异。
２．５　病理改变

ｒＡｄＶ微球组肿瘤组织细胞变性坏死严重，汇
管区浸润淋巴细胞多，部分胆管壁破坏。ｒＡｄＶ组
肿瘤组织细胞变性坏死虽较严重，汇管区淋巴细

胞浸润，但较 ｒＡｄｖ组为轻；对照组相对最轻，仅有
少量变性，点状坏死。ｒＡｄＶ微球组动物肝血窦内
有微球存在，其余脏器未见异常。

３　讨　论

Ｗａｌｋｅｒ２５６为大鼠自发的乳腺癌细胞系，将
其移植肝脏后，瘤体生长至直径 ＞３ｍｍ时，主要
由肝动脉供血，生长特性为膨胀性和浸润性，对

化疗药物不敏感，与人类肝癌相似。近年来该模

型被广泛应用于肝癌化疗的实验研究。晚期肝

癌细胞 ９５％的血供来自肝动脉。影响化疗药进
入肿瘤的关键因素是血 －肿瘤屏障［４］，因此，选

用药物经肝动脉注射比门静脉更有效，可减少肿

瘤血供而发挥杀灭肿瘤的作用。国内外研究证

实此观点［５］。

肝动脉结扎不能完全阻断肝脏恶性肿瘤的微

循环关系，肝内外侧支循环很快建立，栓塞后肝

动脉血流很快恢复。同时，肿瘤内动脉与门静脉

交通支十分常见［６］，门静脉血流通过门静脉进入

肿瘤，一旦肝动脉阻断，门静脉进入肿瘤的血流

增加，维持肿瘤生长，不能导致肿瘤的完全坏死。

肝固有动脉结扎对肿瘤的抑制和生存期的延长

是有限的，本实验肝动脉结扎 ＋生理盐水组肿瘤
生长率仅降低５０％，肿瘤抑制率仅为 ４０％，平均
生存时间仅延长３ｄ，证实了肝固有动脉结扎对肿

瘤的抑制作用有限，此结果与临床观察一致。

本实验中所用 ＰＥＬＡ微球为生物降解性载
体，直径小，亲水、无毒、无免疫原性、高包封率、

大小可调节性等优点；降解时间较长，主要停留

在肝血窦，释放反义 ＭＲＰ基因病毒，可有效缩小
肿瘤体积，延长基因作用时间，获得基因治疗的

效果；又可使治疗基因靶向性到达肿瘤组织。本

实验 ｒＡｄＶ微球组能够获得基因治疗和靶向治疗
共同作用，杀死肿瘤组织，延长动物的生存期。

包载反义 ＭＲＰｒＡｄＶ微球经肝动脉注射，肝肿
瘤组织 ｒＡｄＶ荧光表达强，肾组织荧光表达弱，脾
肺组织无荧光表达，反映肿瘤组织表达特异性

强。提示靶向微球与病毒型载体结合使用是可

行的，也是基因治疗研究的一个发展方向。
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